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5.3 CULTIVOS DE CONDROCITOS 
Se realizó el cultivo celular utilizando, con algunas modificaciones, la técnica 
reportada por Visna y col (9). La biopsia de cartílago articular se seccionó en 
pequeños cubos de aproximadamente 1-3 mm3, en una campana de flujo 
laminar clase II (SterilGARD® III advance0. THE BAKER COMPANY, 
Gatehouse Road. Sanford, USA), en todo momento se evitó que la muestra se 
desecara agregando solución salina Gey's (SIGMA-ALDRICH Inc. St Louis, 
USA). Los fragmentos de cartílago se colocaron en un vial de 10ml y se trataron 
con 3ml de tripsina sin EDTA al 2.5% (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. 
(Grand Island, NY, EUA) durante 30 minutos a 37 °C, se mantuvieron en 
agitación suave y constante, utilizando una barra y un agitador magnético 
(Corning, NY, EUA) para mover los fragmentos. Para la digestión de la matriz 
condral, se trató al cartílago por 90 minutos con colagenasa tipo II (GIBCO-BRL 
LIFE TECHNOLOGIES, Grand Island, NY, EUA), previamente se diluyó 40mg 
de la enzima en 20ml de solución salina Gey's, y se pasó este volumen por un 
filtro de disco de 0.22p (NUNC™ Creek Drive, Rochester, NY). Una digestión 
enzimàtica eficaz del cartílago requiere que la mayor superficie posible del 
tejido sea expuesta a las enzimas. La cantidad de medio de digestión fue 
proporcional a la cantidad del cartílago a disgregar. La digestión con 
colagenasa se realizó a 37°C y en agitación continua. Una vez transcurrido el 
tiempo de digestión de la muestra, se recuperó el sobrenadante y los 
fragmentos no digeridos fueron sometidos a una nueva digestión con 
colagenasa tipo II por otros 90 minutos. Las células del sobrenadante fueron 
sedimentadas por centrifugación (Heraeus, Thermo Electron Corporation. 
Ridgefield Court, Asheville, USA) a 1500 rpm por 5 minutos y lavadas varias 
veces con medio de cultivo para eliminar el resto de colagenasa. La condrocitos 
obtenidos, fueron sembrados en frascos de cultivo de 75 cm2 (NUNC™ Creek 
Drive, Rochester, NY) para su crecimiento in vitro. El medio empleado fue Opti-
MEM (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA) 
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (GIBCO-BRL LIFE 
TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA) o con 10% de suero humano 
autólogo (SHA), obtenido de 100ml de sangre periférica del paciente por 
centrifugación a una velocidad de 2500 rpm durante 10 minutos. A los dos 
medios se les añadió 0.05 mg de gentamicina. Los cultivos se mantuvieron en 
una incubadora de C02 (New Brunswick Scientific Inc. Talmadge Road Edison, 
New Jersey, USA) a una atmósfera controlada de 5% de CO2 y una humedad 
relativa del 100%. La proliferación de los condrocitos se monitoreó usando un 
microscopio invertido (ZEISS®, Carl Zeiss. Góttingen, Germany). Cuando los 
cultivos en monocapa alcanzaron entre el 70-80% de confluencia, se levantaron 
las células incubándolas con tripsina-EDTA al 0.25% (GIBCO-BRL LIFE 
TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA). Después de recibir este tratamiento 
durante 5 minutos a 37°C, las células se despegaron de la superficie en la que 
se encontraban adheridas, facilitando su resuspensión en medio de cultivo 
fresco para posteriormente subcultivarlas a menor densidad de uno a tres 
frascos, lo que permitió a los condrocitos seguir proliferando (siempre se tuvo 
cuidado de que la confluencia en las botellas antes del subcuitivo no fuera 
mayor al 70-80%). 
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NOMENCLATURAS 
Mieras 
Mi Microlitros 
°C Grados Centígrados 
cm2 Centímetros Cuadrados 
col Colaboradores 
Col 1 Colágeno tipo 1 
Col II Colágeno tipo II 
dNTP's Desoxirribonucleótidos Trifosfato 
ICA Implante de Condrocitos Autólogos 
IHQ Inmunohistoquímica 
IP loduro de Propidio 
kDa Kilo Daltons 
MEC Matriz Extracelular 
mg Miligramos 
mi Mililitros 
mm3 Milímetros cúbicos 
pb Pares de Bases 
PBS Amortiguador Salino de Fosfatos 
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa 
PG Proteoglicanos 
PH Logaritmo Negativo de la Concentración de Iones Hidrógeno 
RNA Ácido Ribonucleico 
rpm Revoluciones por Minuto 
RT Transcripción Reversa 
SBF Suero Bovino Fetal 
SHA Suero Humano Autólogo 
TIMPs Inhibidores Tisulares de las Metaloproteasas 
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Introducción. El implante de condrocitos autólogos (ICA) es una técnica terapéutica diseñada 
para reparar lesiones del cartílago hialino ubicado en la superficie de las articulaciones sinoviales. 
Objetivo. Implementar el cultivo de condrocitos autólogos humanos para el transplante en 
defectos articulares. Material v Métodos. Se obtuvieron condrocitos humanos a partir de una 
biopsia de cartílago tomada de la rodilla de un paciente de 23 años con una lesión osteocondral 
en el domo del astràgalo izquierdo. Se realizó una curva de crecimiento y se estimó el tiempo de 
duplicación y la viabilidad de condrocitos cultivados en medios suplementados con SHA o SBF. A 
las células cultivadas en un medio suplementado con SHA, se les realizaron dos pasajes para 
aumentar la población a 15 x 10® células, posteriormente se incluyeron en una matriz de fibrina 
para generar un implante de condrocitos autólogos que fue colocado en la lesión del paciente 24 
horas post-inclusici celular. Se comparó la matriz extracelular (MEC) de una biopsia de cartílago 
con la MEC sintetizada por los condrocitos establecidos en monocapa y al ser incluidos en la 
matriz tridimensional, se realizaron pruebas de RT-PCR e IHQ a los 7, 14 y 21 días para la 
detección de Sox 9, de colágeno tipo I y II. A manera de seguimiento, se realizó IHQ a una biopsia 
tomada del injerto seis meses post-implante. Resultados. No se encontró diferencia significativa 
en el tiempo de duplicación ni en la viabilidad de los condrocitos cultivados con SHA o SBF. El 
colágeno de tipo II y el factor de transcripción Sox 9, estuvieron presentes en la biopsia de 
cartílago hialino, en donde no se observó el colágeno tipo I. El colágeno I se detectó desde la 
primera semana en la monocapa, sugiriendo un proceso de desdíferenciación. Sin embargo, las 
células expresaron colágeno II y el factor Sox 9 en todo el período de cultivo. Durante la 
permanencia de los condrocitos en la fibrina, fue más apreciable el colágeno I. No obstante, 
también se pudo distinguir el factor Sox 9 y el colágeno de tipo II. La IHQ confirmó estos hallazgos 
y reveló la extensión de la MEC formada. Muchos de los condrocitos incluidos en la fibrina 
demostraron su viabilidad migrando a la caja de cultivo para establecerse en monocapa Seis 
meses postimplante, el paciente se reportó incorporado a sus actividades diarias, se tomó una 
biopsia en el borde extemo del injerto, y se encontró que el colágeno de tipo I estaba rellenando 
esa zona del implante. Conclusión. El ICA permitió la recuperación clínica del paciente tratado, 
aunque a los seis meses postimplante, se detectó predominantemente colágeno tipo I. 
Perspectivas. Deberá hacerse una valoración del tipo de cartílago presente en el injerto a un 
tiempo más prolongado para determinar si hay formación de cartílago hialino. 
Dra. Herminia G. Martínez Rodríguez 
Directora de Tesis 
OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
Implementar el cultivo de condrocitos autólogos humanos para el transplante en 
defectos articulares 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Implementar la técnica de cultivo de condrocitos humanos en medio de 
cultivo suplementado con suero bovino fetal (SBF) 
2. Implementar la técnica de cultivo de condrocitos humanos en medio 
suplementado con suero autólogo. 
3. Comparar las características celulares presentes en ambos tipos de cultivos. 
4. Incluir los condrocitos cultivados en monocapa en una matriz tridimensional 
a base de fibrina para generar el auto-injerto. 
5. Detectar la presencia de Sox 9, colágeno tipo I y II en una biopsia de 
cartílago, en cultivos en monocapa y en el injerto mediante ensayos 
moleculares e inmuno-histoquímicos. 
6. Detectar la presencia de colágeno tipo I y II en una biopsia de cartílago del 
paciente a los seis meses post-implante del injerto. 
ESTRATEGIA GENERAL 
1. Biopsia 
2. Digestión 
Tripsina 
Colagenasa 
3. Siembra 
Opti Mem + ant + SBF 
Opti Mem + ant + SH 
4. Sub-cultivo al 60-70% de confluencia 
5. Inclusión en Matriz Tridimensional 
6. Implante en el Paciente 
3 
Viabilidad celular 
Tiempo de duplicación 
• RT-PCR: Colágeno I, II y Sox9 
• Inmunhistoquímica: Colágeno I y II 
IHQ: Colágeno I, II 
Seis meses post-implante 
Figura 3. Esquema de la estrategia general. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Investigación y 
Ética del Hospital Universitario "Dr. José E. González" y se le asignó el número 
de registro OR03-053. 
5.1 PACIENTE TRATADO 
Se incluyó un paciente masculino de 23 años de edad con cuadro clínico de 
dolor, bloqueo articular y limitación funcional del tobillo izquierdo, con 
antecedentes de lesión deportiva. 
5.1.1 Criterios de Inclusión 
Para la selección del paciente se tomó en cuenta: 
• Edad entre los 15 -55 años 
• No osteoartrosis o enfermedad reumática 
• Lesiones localizadas únicas 
• Lesiones condrales de espesor total 
• Lesiones osteocondrales 
• > 2cm2 y < 10cm2 
• Profundidad de lesión ósea menor de 10mm 
5.1.2 Exploración Física 
Bloqueo articular y limitación funcional. 
Rangos de movilidad en tobillo derecho: 
Dorsiflexión de 15o y flexión plantar de 55° 
Rangos de movilidad en tobillo izquierdo: 
Dorsiflexión de 9o y flexión plantar de 50° 
5.1.3 Radiología 
En la radiografía anteroposterior y lateral del tobillo izquierdo, se observó una 
zona de radiolucidez en el margen extemo del domo del astràgalo, lo cual 
sugirió fractura osteocondral. La resonancia magnética nuclear, proporcionó 
una imagen de hipointensidad en las secuencias de T2 en el mismo sitio. 
5.1.4 Impresión Diagnóstica 
Fractura osteocondral en el borde externo del domo del astràgalo izquierdo. 
5.1.5 Toma de la Biopsia 
Mediante un procedimiento quirúrgico con invasión mínima (artroscopía), 
utilizando un OATS™ de Artrex® (Karisfeld, Germany) se obtuvo una muestra 
de cartílago de 8mm de diámetro del surco intercondíleo, zona que 
normalmente no es sometida a carga. 
5.2 TRANSPORTE DE LA BIOPSIA 
La biopsia de cartílago se envió al Laboratorio de Ingeniería Tisular del Banco 
de Hueso y Tejidos, división del Servicio de Ortopedia y Traumatología del 
Hospital Universitario "Dr. José E. González" en donde se procesó para la 
expansión y mantenimiento de condrocitos in vitro. El transporte de la biopsia se 
realizó en suero fisiológico suplementado con 0.05mg de gentamicina para la 
prevención al crecimiento bacteriano. 
5.4 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y VIABILIDAD CELULAR 
Para estimar la velocidad de crecimiento y la viabilidad celular, se sembraron 
condrocitos en placas de 24 pozos (Corning Inc Costar®. Corning, NY, EUA), a 
una densidad inicial de 30,000 células por pozo. Estas células se levantaron 
cada 24 horas utilizando tripsina-EDTA, se tiñeron con azul tripano (SIGMA 
CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA) y se contaron utilizando una cámara de 
Neubauer, en un microscopio invertido. Se utilizó la siguiente fórmula para 
determinar el tiempo de duplicación celular (56, 57). 
n = logio A/ - log10 A/0 / log10 2 
En donde: 
n = Número de generaciones que ha ocurrido durante la fase exponencial. 
N = Número final de células. 
N0 = Número inicial de células. 
El tiempo de generación de la fase exponencial se calcula g = tIn 
= Tiempo total de cultivo / Número de generaciones 
5.5 INCLUSIÓN DE LOS CONDROCITOS EN LA FIBRINA 
Para incluir a los condrocitos en un medio tridimensional, se utilizó el adhesivo a 
base de fibrina Tissucol® de Baxter (Viena, Austria). Se siguieron las 
instrucciones de la casa comercial y previa a la mezcla del fibrinógeno y la 
trombina, proporcionados en el estuche, se adicionaron los condrocitos para 
quedar suspendidos en la fibrina, por último, se vertió una gota de este 
combinado en una caja de Petri con el objetivo de observar la distribución 
celular, así como también detectar la presencia de Sox 9, y de colágeno tipo l y 
II por medio de IHQ y RT-PCR a diferentes tiempos. El resto de los condrocitos 
incluidos en el Tissucol®, se vertió en un molde de acrílico de 4 por 5cm, 
durante 5 minutos, tiempo en el cual se alcanzó el fraguado de la matriz. 
Después de solidificado, el implante se conservó durante 24 horas a 
temperatura ambiente, en un frasco estéril con medio sin suero. 
5.6 IMPLANTE DE CONDROCITOS AUTÓLOGOS EN EL PACIENTE 
El ICA se realizó 24 horas después de la inclusión celular, por medio de una 
artrotomía realizando osteotomía en libro abierto del extremo distal del peroné 
logrando la exposición de la zona dañada, se retiró el fragmento osteocondral 
desprendido y se realizó el curetaje de tejido cicatrizal en el fondo de la lesión. 
Se retiraron los bordes marginales del cartílago articular circundante al defecto, 
se realizaron microfracturas en el lecho de la lesión. Se tomó un molde de la 
morfología del defecto con una plantilla de aluminio y se verificó que éste lo 
cubriera en su totalidad. Con el molde se realizó el diseño del bioimplante, el 
cual se fijó con Tissucol® y se tuvo cuidado que sus bordes contactaran con el 
defecto articular receptor. Se realizó osteosíntesis de la osteotomía del peroné 
con una placa tercio de caña y tornillos corticales. Se realizó el cierre de la 
herida quirúrgica por planos y se colocó un vendaje compresivo anti-edema. 
5.6.1 Rehabilitación 
Se inició con movilidad temprana en el postoperatorio inmediato. Movilidad 
pasiva de la articulación 8 horas después de la cirugía. La movilidad activa 
comenzó a las 48 horas. A los 10 días después, se procedió con marcha punta-
pie asistida con muletas y con carga progresiva. A las seis semanas, el proceso 
se continuó con marcha plantígrada con 75% de carga del peso corporal. El 
protocolo de rehabilitación concluyó a las 18 semanas retirando las muletas y 
aplicando carga total. 
5.6.2 Toma de Biopsia a los Seis Meses Postimplante 
A las 24 semanas postimplante, se retiró la placa tercio de caña de 
osteosintesis y los tornillos corticales. En el mismo tiempo quirúrgico, se tomó 
una pequeña biopsia del borde marginal del implante, en una zona no sometida 
a carga en el extremo lateral del domo del astràgalo. 
5.7 EXTRACCIÓN DE RNA Y RT-PCR 
Se obtuvo RNA de cultivos de condrocitos humanos establecidos en monocapa 
a los 7, 14 y 21 días siguiendo el protocolo de extracción establecido por el 
estuche de la marca comercial Purescript® de Gentra Systems Ine 
(Minneapolis, Mn, EUA). Se realizó el mismo procedimiento a una muestra de 
cartílago sano, así como también al explante de condrocitos humanos incluidos 
en fibrina a los 7, 14 y 21 días post-inclusión celular. Se utilizaron iniciadores 
específicos para la detección de colágeno tipo II (240 pb), colágeno tipo I (250 
pb) y del factor de transcripción Sox 9 (300 pb), los cuales se diseñaron 
utilizando el programa de cómputo Vector NTI Viewer 4.0.1 (Informax lnc, 
Gaithersburg, USA) (tabla 1) a partir de las secuencias reportadas en el 
GenBank para Sox 9 (>gi|5123454|ref|NP_005336.2|), colágeno I 
(gi|48762933|ref|NM_000089.3| [4876 2933]) y colágeno II 
(gi|15149478|reflNM_033150.1|[15149478]). El estuche empleado para la RT-
PCR fue de EPICENTRE® Biotechnologies (Madison, Wl, EUA), estas 
reacciones se montaron en el termociclador Geneamp PCR System 9700 de 
Applied Biosystems. Las condiciones para la amplificación de colágeno I, II y de 
Sox 9, asi como del programa para dichas amplificaciones, se describen en las 
tablas II y III respectivamente. Los productos de PCR se cargaron en un gel de 
agarosa (Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) al 1.5% y las 
bandas obtenidas se observaron en un transiluminador de rayos ultravioleta 
(Gel Documentation System 1000, BIORAD). 
Tabla I. Oligonucleótidos y productos amplificados. 
Primer Secuencia Producto Referencia 
Colágeno 
I 
CCCCTCCCCAGCCACAAAGAGTCTA 
CCACAC GT CTC G GTCATG GTACCTG 
204 Vector NTI 
Colágeno 
II 
GAGGTGGATGCCACACTCAAGTCCCT 
GCCAGTCTCCATGTTGCAGAAAACCT 
203 Vector NTI 
Sox 9 AAGATGGCCCAGGAGAACCCCAAG 
TAATCCTTCATGTGCACCGCCCTG 
145 Vector NTI 
Tabla II. Condiciones de amplificación para colágeno II y Sox 9. 
Componentes 
Premix 1 
Volumen 
Mi 
Componentes 
Premix 2 
Volumen 
Mi 
H20 14.5 H20 18.5 
Buffer 20x 2.5 dNTP's 2.0 
MgCI2 25 mM 1.5 Primer mix 10 mM 2.5 
Master amp 5.0 RNA 2.0 
MnSO, 1.0 
Retro amp 0.5 
Total 25.0 25.0 
Tabla III. Condiciones de amplificación para colágeno I. 
Componentes 
Premix 1 
Volumen 
pl 
Componentes 
Premix 2 
Volumen 
Mi 
H 2 0 14.0 H 2 0 19.0 
Buffer 20x 2.5 dNTP's 2.0 
MgCI2 25 mM 2.0 Primer mix 10 mM 2.5 
Master amp 5.0 RNA 1.5 
MnS04 1.0 
Retro amp 0.5 
Total 25.0 25.0 
Tabla IV. Condiciones de amplificación para la RT-PCR. 
Retro-transcripción 60° C 20 minutos 
PCR 40 ciclos 
Desnaturalización 95°C 30 segundos 
Alineación 60°C 30 segundos 
Extensión 72°C 60 segundos 
72°C 4 minutos 
5.8 INMUNOFLUORESCENCIA 
Esta técnica se llevó a cabo en el Laboratorio de Patología Experimental del 
Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico 
Nacional, en la ciudad de México Distrito Federal, a cargo del Dr. Juan B. Kouri 
Flores. Muestras de cartílago y de injerto de condrocitos se fijaron en 
paraformaldehido al 4% en PBS (SIGMA CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA) 
pH 7.2 por 2 horas, posteriormente se lavaron tres veces con PBS por dos 
minutos. Se mantuvieron en sacarosa al 10% en PBS pH 7.2 toda la noche. 
Después de una serie de lavados por dos minutos en PBS, las muestras se 
cortaron en un criostato y se colocaron en laminillas previamente lavadas con 
agua desionizada y desengrasadas con etanol absoluto e incluidas en gelatina 
al 0.5% con sulfato de potasio crómico al 0.5%, estas laminillas se prepararon 
con un día de anticipación y se dejaron secar toda la noche. Los cortes se 
conservaron a -20°C y se hidrataron con PBS pH 7.2 por 10 minutos, se lavaron 
con PBS-tween (PBS-T) al 0.2% pH 7.2 por 10 minutos. Se bloqueó con 
albúmina libre de IgG (Invitrogen® Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) de 
0.5%-0.2% en PBS-T por 20 minutos a temperatura ambiente. Después de dos 
lavados durante cinco minutos con PBS-T, se colocaron 50 pl del primer 
anticuerpo (colágeno I ó colágeno II) de la marca Santacruz Biotechnology Inc 
(Santa Cruz, CA, EUA), se hicieron diluciones 1:100 en PBS-T y se dejó 
incubando toda la noche a 4°C. Se lavó tres veces por cinco minutos en PBS-T, 
se secó el área alrededor de la muestra y se incubaron los anticuerpos 
secundarios con el fluorocromo en PBS-T (50pl) por dos horas en la oscuridad a 
temperatura ambiente y en cámara húmeda. Cada laminilla se lavó tres veces 
por cinco minutos con PBS-T y tres minutos con PBS. Se adicionó ioduro de 
Propidio (IP) a una concentración de 10 mg/ml. Se incubó el IP por cinco 
minutos cubriendo la laminilla de la luz. Se realizaron tres lavados de un minuto 
con PBS en agitación suave y se lavaron dos veces por cinco minutos con agua 
bidestilada (en agitación). Por último se adicionó Vectashield® (Vector 
Laboratories, Ontario, Cañada) como medio protector para evitar la pérdida de 
la fluorescencia, se colocó un cubre objetos y se sellaron los bordes con barniz 
para finalmente visualizar los cortes en el microscopio de fluorescencia. Los 
cortes procesados se almacenaron a -20°C. 
5.9 INMUNOHISTOQUÍMICA 
El tejido se seccionó en pequeños cubos, estos se fijaron con formol al 10% y 
se sometieron a deshidrataciones con alcohol etílico a concentraciones 
crecientes de 85%, 98% y culminando con alcohol absoluto. Se incluyeron en 
xilol por 10 minutos y se incluyeron en parafina fundida a 60°C. Por último, la 
pieza se colocó en un molde y los cortes se hicieron con un microtomo (3p). Se 
fijaron con albúmina y se incluyeron en xilol por 10 minutos, después se re-
hidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol etílico, es decir, 100%, 
98% y 85% (20 inmersiones c/u), el proceso concluyó con recuperación en 
agua. A continuación, se dirigieron anticuerpos primarios específicos para la 
detección de colágeno I y para colágeno II (1:50) Abcam pie (Cambridge, MA, 
EUA) a células establecidas en monocapa, a una muestra de cartílago hialino y 
al implante de fibrina/condrocitos. Se utilizó el equipo Dako Autostainer (Dako 
Corporation. Vía Real, Carpintería, CA), el cual utiliza los reactivos 
Dakocytomation Tris-Buffered y DakoTween®20 para los tiempos en incubación 
y lavados. Como bloqueador se utilizaron 200 pl de H202 l como anticuerpo 
secundario 200 pl de Link2 HRP (Universal biotinylated secondary antibody, 
Link, DAKO LSAB®-HRP system), 200 pl de SA2HRP como conjugado (DAKO 
LSAB®-HRP system) y 200|jl de DAB+ como cromógeno/substrato, todos estos 
reactivos de la marca Dako Corporation (Carpintería, CA, EUA). El proceso 
automatizado concluyó en dos horas aproximadamente, posteriormente se 
realizaron tres lavados con agua y se incubaron por 20 segundos en 
hematoxilina SIGMA CHEMICAL CO (St, Louis, MO, EUA), para después ser 
lavados en agua hasta decolorarse por completo. Las laminillas se trataron con 
alcohol etílico a concentraciones decrecientes (100-70%) hasta terminar en xilol 
por 10 minutos, se fijaron con Entellan® Merck (Darmstadt, Germany). Se 
colocaron los cubre objetos y se observaron en un microscopio invertido 
adaptado a un sistema de cómputo para capturar las imágenes. 
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Figura 3. Esquema de la estrategia general. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Investigación y 
Ética del Hospital Universitario "Dr. José E. González" y se le asignó el número 
de registro OR03-053. 
5.1 PACIENTE TRATADO 
Se incluyó un paciente masculino de 23 años de edad con cuadro clínico de 
dolor, bloqueo articular y limitación funcional del tobillo izquierdo, con 
antecedentes de lesión deportiva. 
5.1.1 Criterios de Inclusión 
Para la selección del paciente se tomó en cuenta: 
• Edad entre los 15 -55 años 
• No osteoartrosis o enfermedad reumática 
• Lesiones localizadas únicas 
• Lesiones condrales de espesor total 
• Lesiones osteocondrales 
• > 2 c m 2 y < 1 0 c m 2 
• Profundidad de lesión ósea menor de 10mm 
5.1.2 Exploración Física 
Bloqueo articular y limitación funcional. 
Rangos de movilidad en tobillo derecho: 
Dorsiflexión de 15° y flexión plantar de 55° 
Rangos de movilidad en tobillo izquierdo: 
Dorsiflexión de 9o y flexión plantar de 50° 
5.1.3 Radiología 
En la radiografía anteroposterior y lateral del tobillo izquierdo, se observó una 
zona de radiolucidez en el margen externo del domo del astràgalo, lo cual 
sugirió fractura osteocondral. La resonancia magnética nuclear, proporcionó 
una imagen de hipointensidad en las secuencias de 12 en el mismo sitio. 
5.1.4 Impresión Diagnóstica 
Fractura osteocondral en el borde externo del domo del astràgalo izquierdo. 
5.1.5 Toma de la Biopsia 
Mediante un procedimiento quirúrgico con invasión mínima (artroscopía), 
utilizando un OATS™ de Artrex® (Karisfeld, Germany) se obtuvo una muestra 
de cartílago de 8mm de diámetro del surco intercondíleo, zona que 
normalmente no es sometida a carga. 
5.2 TRANSPORTE DE LA BIOPSIA 
La biopsia de cartílago se envió al Laboratorio de Ingeniería Tisular del Banco 
de Hueso y Tejidos, división del Servicio de Ortopedia y Traumatología del 
Hospital Universitario "Dr. José E. González" en donde se procesó para la 
expansión y mantenimiento de condrocitos in vitro. El transporte de la biopsia se 
realizó en suero fisiológico suplementado con 0.05mg de gentamicina para la 
prevención al crecimiento bacteriano. 
5.3 CULTIVOS DE CONDROCITOS 
Se realizó el cultivo celular utilizando, con algunas modificaciones, la técnica 
reportada por Visna y col (9). La biopsia de cartílago articular se seccionó en 
pequeños cubos de aproximadamente 1-3 mm3, en una campana de flujo 
laminar clase II (SterilGARD® III advance0. THE BAKER COMPANY, 
Gatehouse Road. Sanford, USA), en todo momento se evitó que la muestra se 
desecara agregando solución salina Gey's (SIGMA-ALDRICH Inc. St Louis, 
USA). Los fragmentos de cartílago se colocaron en un vial de 10ml y se trataron 
con 3ml de tripsina sin EDTA al 2.5% (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. 
(Grand Island, NY, EUA) durante 30 minutos a 37 °C, se mantuvieron en 
agitación suave y constante, utilizando una barra y un agitador magnético 
(Corning, NY, EUA) para mover los fragmentos. Para la digestión de la matriz 
condral, se trató al cartílago por 90 minutos con colagenasa tipo II (GIBCO-BRL 
LIFE TECHNOLOGIES, Grand Island, NY, EUA), previamente se diluyó 40mg 
de la enzima en 20ml de solución salina Gey's, y se pasó este volumen por un 
filtro de disco de 0.22p (NUNC™ Creek Drive, Rochester, NY). Una digestión 
enzimàtica eficaz del cartílago requiere que la mayor superficie posible del 
tejido sea expuesta a las enzimas. La cantidad de medio de digestión fue 
proporcional a la cantidad del cartílago a disgregar. La digestión con 
colagenasa se realizó a 37°C y en agitación continua. Una vez transcurrido el 
tiempo de digestión de la muestra, se recuperó el sobrenadante y los 
fragmentos no digeridos fueron sometidos a una nueva digestión con 
colagenasa tipo II por otros 90 minutos. Las células del sobrenadante fueron 
sedimentadas por centrifugación (Heraeus, Thermo Electron Corporation. 
Ridgefield Court, Asheville, USA) a 1500 rpm por 5 minutos y lavadas varias 
veces con medio de cultivo para eliminar el resto de colagenasa. La condrocitos 
obtenidos, fueron sembrados en frascos de cultivo de 75 cm2 (NUNC™ Creek 
Drive, Rochester, NY) para su crecimiento in vitro. El medio empleado fue Opti-
MEM (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA) 
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (GIBCO-BRL LIFE 
TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA) o con 10% de suero humano 
autólogo (SHA), obtenido de 100ml de sangre periférica del paciente por 
centrifugación a una velocidad de 2500 rpm durante 10 minutos. A los dos 
medios se les añadió 0.05 mg de gentamicina. Los cultivos se mantuvieron en 
una incubadora de CO2 (New Brunswick Scientific Inc. Talmadge Road Edison, 
New Jersey, USA) a una atmósfera controlada de 5% de CO2 y una humedad 
relativa del 100%. La proliferación de los condrocitos se monitoreó usando un 
microscopio invertido (ZEISS®, Carl Zeiss. Góttingen, Germany). Cuando los 
cultivos en monocapa alcanzaron entre el 70-80% de confluencia, se levantaron 
las células incubándolas con tripsina-EDTA al 0.25% (GIBCO-BRL LIFE 
TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA). Después de recibir este tratamiento 
durante 5 minutos a 37°C, las células se despegaron de la superficie en la que 
se encontraban adheridas, facilitando su resuspensión en medio de cultivo 
fresco para posteriormente subcultivarlas a menor densidad de uno a tres 
frascos, lo que permitió a los condrocitos seguir proliferando (siempre se tuvo 
cuidado de que la confluencia en las botellas antes del subcultivo no fuera 
mayor al 70-80%). 
5.4 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y VIABILIDAD CELULAR 
Para estimar la velocidad de crecimiento y la viabilidad celular, se sembraron 
condrocitos en placas de 24 pozos (Corning Inc Costar®. Corning, NY, EUA), a 
una densidad inicial de 30,000 células por pozo. Estas células se levantaron 
cada 24 horas utilizando tripsina-EDTA, se tiñeron con azul tripano (SIGMA 
CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA) y se contaron utilizando una cámara de 
Neubauer, en un microscopio invertido. Se utilizó la siguiente fórmula para 
determinar el tiempo de duplicación celular (56, 57). 
n = logi0W- log10 A/o/logio2 
En donde: 
n = Número de generaciones que ha ocurrido durante la fase exponencial. 
N = Número final de células. 
N0 = Número inicial de células. 
El tiempo de generación de la fase exponencial se calcula g = Mn 
= Tiempo total de cultivo / Número de generaciones 
5.5 INCLUSIÓN DE LOS CONDROCITOS EN LA FIBRINA 
Para incluir a los condrocitos en un medio tridimensional, se utilizó el adhesivo a 
base de fibrina Tissucol® de Baxter (Viena, Austria). Se siguieron las 
instrucciones de la casa comercial y previa a la mezcla del fibrinógeno y la 
trombina, proporcionados en el estuche, se adicionaron los condrocitos para 
quedar suspendidos en la fibrina, por último, se vertió una gota de este 
combinado en una caja de Petri con el objetivo de observar la distribución 
celular, así como también detectar la presencia de Sox 9, y de colágeno tipo I y 
II por medio de IHQ y RT-PCR a diferentes tiempos. El resto de los condrocitos 
incluidos en el Tissucoi®, se vertió en un molde de acrílico de 4 por 5cm, 
durante 5 minutos, tiempo en el cual se alcanzó el fraguado de la matriz. 
Después de solidificado, el implante se conservó durante 24 horas a 
temperatura ambiente, en un frasco estéril con medio sin suero. 
5.6 IMPLANTE DE CONDROCITOS AUTÓLOGOS EN EL PACIENTE 
El ICA se realizó 24 horas después de la inclusión celular, por medio de una 
artrotomía realizando osteotomía en libro abierto del extremo dístal del peroné 
logrando la exposición de la zona dañada, se retiró el fragmento osteocondral 
desprendido y se realizó el curetaje de tejido cicatrizal en el fondo de la lesión. 
Se retiraron los bordes marginales del cartílago articular circundante al defecto, 
se realizaron microfracturas en el lecho de la lesión. Se tomó un molde de la 
morfología del defecto con una plantilla de aluminio y se verificó que éste lo 
cubriera en su totalidad. Con el molde se realizó el diseño del bioimplante, el 
cual se fijó con Tissucoi® y se tuvo cuidado que sus bordes contactaran con el 
defecto articular receptor. Se realizó osteosíntesis de la osteotomía del peroné 
con una placa tercio de caña y tornillos corticales. Se realizó el cierre de la 
herida quirúrgica por planos y se colocó un vendaje compresivo anti-edema. 
5.6.1 Rehabilitación 
Se inició con movilidad temprana en el postoperatorio inmediato. Movilidad 
pasiva de la articulación 8 horas después de la cirugía. La movilidad activa 
comenzó a las 48 horas. A los 10 días después, se procedió con marcha punta-
pie asistida con muletas y con carga progresiva. A las seis semanas, el proceso 
se continuó con marcha plantígrada con 75% de carga del peso corporal. El 
protocolo de rehabilitación concluyó a las 18 semanas retirando las muletas y 
aplicando carga total. 
5.6.2 Toma de Biopsia a los Seis Meses Postimplante 
A las 24 semanas postimplante, se retiró la placa tercio de caña de 
osteosíntesis y los tornillos corticales. En el mismo tiempo quirúrgico, se tomó 
una pequeña biopsia del borde marginal del implante, en una zona no sometida 
a carga en el extremo lateral del domo del astràgalo. 
5.7 EXTRACCIÓN DE RNA Y RT-PCR 
Se obtuvo RNA de cultivos de condrocitos humanos establecidos en monocapa 
a los 7, 14 y 21 días siguiendo el protocolo de extracción establecido por el 
estuche de la marca comercial Purescript® de Gentra Systems Ine 
(Minneapolis, Mn, EUA). Se realizó el mismo procedimiento a una muestra de 
cartílago sano, así como también al explante de condrocitos humanos incluidos 
en fibrina a los 7, 14 y 21 días post-inclusión celular. Se utilizaron iniciadores 
específicos para la detección de colágeno tipo II (240 pb), colágeno tipo I (250 
pb) y del factor de transcripción Sox 9 (300 pb), los cuales se diseñaron 
utilizando el programa de cómputo Vector NTI Viewer 4.0.1 (Informax Ine, 
Gaithersburg, USA) (tabla 1) a partir de las secuencias reportadas en el 
GenBank para Sox 9 (>gi|5123454|ref|NP_005336.2|), colágeno I 
(gi|48762933|ref|NM_000089.3| [4876 2933]) y colágeno II 
(gi|15149478|ref|NM_033150.11[15149478]). El estuche empleado para la RT-
PCR fue de EPICENTRE® Biotechnologies (Madison, Wl, EUA), estas 
reacciones se montaron en el termociclador Geneamp PCR System 9700 de 
Applied Biosystems. Las condiciones para la amplificación de colágeno I, II y de 
Sox 9, así como del programa para dichas amplificaciones, se describen en las 
tablas II y 111 respectivamente. Los productos de PCR se cargaron en un gel de 
agarosa (Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) al 1.5% y las 
bandas obtenidas se observaron en un transiluminador de rayos ultravioleta 
(Gel Documentation System 1000, BIORAD). 
Tabla I. Oligonucleótidos y productos amplificados. 
Primer Secuencia Producto Referencia 
Colágeno 
I 
CCCCTCCCCAGCCACAAAGAGTCTA 
CCACACGTCTCGGTCATGGTACCTG 
204 Vector NTI 
Colágeno 
II 
GAGGTGGATGCCACACTCAAGTCCCT 
GCCAGTCTCCATGTTGCAGAAAACCT 
203 lector NTI 
Sox 9 AAGATGGCCCAGGAGAACCCCAAG 
TAATCCTTCATGTGCACCGCCCTG 
145 Vector NTI 
Tabla II. Condiciones de amplificación para colágeno II y Sox 9. 
Componentes 
Premix 1 
Volumen 
Mi 
Componentes 
Premix 2 
Volumen 
Mi 
H20 14.5 H20 18.5 
Buffer 20x 2.5 dNTP's 2.0 
MgCI2 25 mM 1.5 Primer mix 10 mM 2.5 
Master amp 5.0 RNA 2.0 
MnS04 1.0 
Retro amp 0.5 
Total 25.0 25.0 
Tabla III. Condiciones de amplificación para colágeno I. 
Componentes 
Premix 1 
Volumen 
Mi 
Componentes 
Premix 2 
Volumen 
Mi 
H20 14.0 H20 19.0 
Buffer 20x 2.5 dNTP's 2.0 
MgCI2 25 mM 2.0 Primer mix 10 mM 2.5 
Master amp 5.0 RNA" 1.5 
MnS04 1.0 
Retro amp 0.5 
Total 25.0 25.0 
Tabla IV. Condiciones de amplificación para la RT-PCR. 
Retro-transcripción 60° C 20 minutos 
PCR 40 ciclos 
Desnaturalización 95°C 30 segundos 
Alineación 60°C 30 segundos 
Extensión 72 °C 60 segundos 
72 °C 4 minutos 
5.8 INMUNOFLUORESCENCIA 
Esta técnica se llevó a cabo en el Laboratorio de Patología Experimental del 
Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico 
Nacional, en la ciudad de México Distrito Federal, a cargo del Dr. Juan B. Kouri 
Flores. Muestras de cartílago y de injerto de condrocitos se fijaron en 
paraformaldehido al 4% en PBS (SIGMA CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA) 
pH 7.2 por 2 horas, posteriormente se lavaron tres veces con PBS por dos 
minutos. Se mantuvieron en sacarosa al 10% en PBS pH 7.2 toda la noche. 
Después de una serie de lavados por dos minutos en PBS, las muestras se 
cortaron en un criostato y se colocaron en laminillas previamente lavadas con 
agua desionizada y desengrasadas con etanol absoluto e incluidas en gelatina 
al 0.5% con sulfato de potasio crómico al 0.5%, estas laminillas se prepararon 
con un día de anticipación y se dejaron secar toda la noche. Los cortes se 
conservaron a -20°C y se hidrataron con PBS pH 7.2 por 10 minutos, se lavaron 
con PBS-tween (PBS-T) al 0.2% pH 7.2 por 10 minutos. Se bloqueó con 
albúmina libre de IgG (Invitrogen® Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) de 
0.5%-0.2% en PBS-T por 20 minutos a temperatura ambiente. Después de dos 
lavados durante cinco minutos con PBS-T, se colocaron 50 pl del primer 
anticuerpo (colágeno I ó colágeno II) de la marca Santacruz Biotechnology Inc 
(Santa Cruz, CA, EUA), se hicieron diluciones 1:100 en PBS-T y se dejó 
incubando toda la noche a 4°C. Se lavó tres veces por cinco minutos en PBS-T, 
se secó el área alrededor de la muestra y se incubaron los anticuerpos 
secundarios con el fluorocromo en PBS-T (50pl) por dos horas en la oscuridad a 
temperatura ambiente y en cámara húmeda. Cada laminilla se lavó tres veces 
por cinco minutos con PBS-T y tres minutos con PBS. Se adicionó ioduro de 
Propidio (IP) a una concentración de 10 mg/ml. Se incubó el IP por cinco 
minutos cubriendo la laminilla de la luz. Se realizaron tres lavados de un minuto 
con PBS en agitación suave y se lavaron dos veces por cinco minutos con agua 
bidestilada (en agitación). Por último se adicionó Vectashield® (Vector 
Laboratories, Ontario, Canadá) como medio protector para evitar la pérdida de 
la fluorescencia, se colocó un cubre objetos y se sellaron los bordes con barniz 
para finalmente visualizar los cortes en el microscopio de fluorescencia. Los 
cortes procesados se almacenaron a -20°C. 
5.9 INMUNOHISTOQUÍMICA 
El tejido se seccionó en pequeños cubos, estos se fijaron con formol al 10% y 
se sometieron a deshidrataciones con alcohol etílico a concentraciones 
crecientes de 85%, 98% y culminando con alcohol absoluto. Se incluyeron en 
xilol por 10 minutos y se incluyeron en parafina fundida a 60°C. Por último, la 
pieza se colocó en un molde y los cortes se hicieron con un microtomo (3p). Se 
fijaron con albúmina y se incluyeron en xílol por 10 minutos, después se re-
hidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol etílico, es decir, 100%, 
98% y 85% (20 inmersiones c/u), el proceso concluyó con recuperación en 
agua. A continuación, se dirigieron anticuerpos primarios específicos para la 
detección de colágeno I y para colágeno II (1:50) Abcam pie (Cambridge, MA, 
EUA) a células establecidas en monocapa, a una muestra de cartílago hialino y 
al implante de fibrina/condrocitos. Se utilizó el equipo Dako Autostainer (Dako 
Corporation. Vía Real, Carpintería, CA), el cual utiliza los reactivos 
Dakocytomation Tris-Buffered y DakoTween®20 para los tiempos en incubación 
y lavados. Como bloqueador se utilizaron 200 \i\ de H2O2, como anticuerpo 
secundario 200 pl de Link2 HRP (Universal biotinylated secondary antibody, 
Link, DAKO LSAB®-HRP system), 200 |jl de SA2HRP como conjugado (DAKO 
LSAB®-HRP system) y 200pl de DAB+ como cromógeno/substrato, todos estos 
reactivos de la marca Dako Corporation (Carpintería, CA, EUA). El proceso 
automatizado concluyó en dos horas aproximadamente, posteriormente se 
realizaron tres lavados con agua y se incubaron por 20 segundos en 
hematoxilina SIGMA CHEMICAL CO (St, Louis, MO, EUA), para después ser 
lavados en agua hasta decolorarse por completo. Las laminillas se trataron con 
alcohol etílico a concentraciones decrecientes (100-70%) hasta terminar en xilol 
por 10 minutos, se fijaron con Entellan® Merck (Darmstadt, Germany). Se 
colocaron los cubre objetos y se observaron en un microscopio invertido 
adaptado a un sistema de cómputo para capturar las imágenes. 
RESULTADOS 
Se estableció el cultivo primario de condrocitos autólogos utilizando para su 
crecimiento un medio suplementado con suero bovino fetal y otro con suero 
humano, ambos al 10%. El seguimiento de los cultivos durante la etapa de 
propagación fue mediante microscopía de luz, y se pudieron observar las 
características morfológicas típicas de fibroblastos en los condrocitos adheridos 
al frasco de cultivo (figura 4). 
Figura 4. Condrocitos cultivados en monocapa. Se observa una morfología 
característica de fibroblastos. 
En la curva de crecimiento no se encontró diferencia significativa entre los 
cultivos suplementados con suero bovino fetal y con suero humano (figura 5), 
el tiempo de duplicación celular fue de 2.11 días para los cultivos con suero 
humano y de 2.13 días para suero bovino fetal. La viabilidad se mantuvo entre 
el 90 y 93% hasta por un período de 15 días en ambos tipos de cultivo (figura 
6). 
SBF y el SHA como suplemento en el medio de cultivo. 
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad celular. Viabilidad entre 90-93% en un período de 15 
días. 
Cuando se estimó un 80% de confluencia, las células se levantaron con 
tripsina-EDTA 0.25%, se contaron en una cámara de Neubauer mediante el 
método de azul tripano y se subcultivaron en tres fracciones para favorecer la 
propagación celular y el establecimiento de nuevos cultivos, con el objetivo final 
de obtener 15 millones de células. Se realizaron pruebas microbiológicas para 
asegurar que los cultivos no tenían contaminación. Este número de condrocitos 
se alcanzó en 26 días y en 15 frascos de cultivo de 75 cm2, posteriormente, las 
células se incluyeron en la matriz tridimensional de fibrina, la cual se vertió en 
un molde, en donde fraguó después de cinco minutos resultando un implante de 
condrocitos autólogos (figura 7). 
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Figura 7. Generación del bioimplante de condrocitos. A. Vaciado de la mezcla 
fibrina/condrocitos en el molde. B. Fraguado de la mezcla. 
Durante la inclusión celular en el adhesivo comercial a base de fibrina, los 
condrocitos se distribuyeron hacia diferentes niveles y en toda la matriz, 
observando también la migración de muchos de ellos hacia la caja de cultivo, 
estableciéndose en monocapa, en donde continuaron con su división (figura 8). 
Figura 8. Migración celular. Muchas de las células incluidas en la fibrina se 
establecieron en monocapa. A. Condrocitos incluidos en fibrina. B. Migración celular a 
una semana post-inclusión. 
Los resultados de la RT-PCR cualitativa para los cultivos en monocapa y de las 
células incluidas en la matriz de fibrina a los 7, 14 y 21 días, así como de una 
biopsia de cartílago articular, se señalan en la figura 9. 
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Figura 9. Expresión de colágenos I, II y de Sox 9. Amplificación a partir de una biopsia 
de cartílago articular, de condrocitos cultivados en monocapa e incluidos en fibrina. Los 
diferentes tiempos de amplificación, corresponden a las células cultivadas in vitro. 
El colágeno de tipo II y el factor de transcripción Sox 9, estuvieron presentes en 
la biopsia de cartílago hialino, en donde no se observó el colágeno tipo I. Los 
condrocitos establecidos en monocapa, desde la primera semana expresaron 
colágeno tipo I, sugiriendo que se encontraban en un proceso de 
desdiferenciación. Sin embargo, en el mismo cultivo, estas células continuaron 
expresando colágeno tipo II y el factor Sox 9. En el tiempo durante el cual, los 
condrocitos permanecieron incluidos en la fibrina, fue más apreciable el 
colágeno I. No obstante, también se pudo distinguir el factor Sox 9 y el colágeno 
de tipo II. Estos resultados se comprobaron mediante inmunofluorescencia, en 
donde se detectó la presencia de Colágeno I y II (figura 10) en las células en 
monocapa. La técnica reveló la extensión de la matriz sintetizada por los 
condrocitos incluidos en la fibrina (figura 11), la cual en su mayoría estaba 
compuesta por colágeno de tipo I y sólo en las regiones cercanas a las lagunas 
se observó colágeno II. La localización de estas dos moléculas fue más 
evidente en la tinción inmunohistoquímica, en donde rodearon a los condrocitos 
formando lagunas y se extendieron a través de la matriz acarreadora de fibrina 
(figura 12). 
Figura 10. Inmunofiuorescencia para células en monocapa. Cultivos primarios de una 
semana. Los controles negativos se incubaron sin sus respectivos anticuerpos 
primarios. A. Control negativo para colágeno I. B. Presencia de colágeno I en el cultivo 
primario. C. Control negativo para colágeno II. D. Detección de colágeno II en 
condrocitos establecidos en monocapa. 
Figura 11. Inmunofiuorescencia para células incluidas en fibrina. Cultivos primarios de 
una semana. A. Ausencia de colágeno I en la biopsia de cartílago. B. Presencia de 
colágeno I en células incluidas en fibrina. C. Colágeno II en la biopsia. D. Colágeno II 
en condrocitos incluidos en fibrina. 
Figura 12. inmunohistoqufmica para células incluidas en fibrina. Cultivos primarios de 
una semana. Se observa la extensión de la MEC sintetizada por los condrocitos. A. 
Tinción para detección de colágeno I en biopsia de cartílago. B. Presencia de 
colágeno I en células incluidas en fibrina. C. Detección de colágeno II en la biopsia de 
cartílago. D. Colágeno II en condrocitos incluidos en la matriz de fibrina. 
Durante el proceso de rehabilitación, el paciente refirió dolor en las primeras 
dos semanas, pero sólo en el extremo distal del peroné, sitio en donde se fijó la 
placa de osteosíntesis. El seguimiento radiológico indicó integración evidente 
del injerto con el cartílago circundante desde la sexta semana postquirúrgica. A 
los seis meses postimplante, el paciente se mostró asintomático y 
completamente reincorporado a sus actividades cotidianas. En el seguimiento 
quirúrgico, al momento de tomar la biopsia, se observó que el injerto tenía una 
apariencia macroscópica de cartílago, además de buena reparación en la zona 
de la lesión, así como una buena integración con el cartílago circundante (figura 
13). 
Figura 13. Seguimiento seis meses post-impiante. A. Lesión de espesor completo 
endomo del astràgalo. B. Las flechas indican la posición del bioimplante ocupando la 
lesión. C. Área regenerada a seis meses post-implante. D. El circulo indica la zona de 
integración con el cartílago hialino circundante, mismo sitio en donde se tomó la 
biopsia. 
En la tinción inmunohistoquímica de la biopsia tomada en el borde extemo y no 
sometido a carga del implante, no se apreció colágeno tipo II, pero si se 
observó que los condrocitos sintetizaron colágeno de tipo l, al menos en esta 
zona deí bioimplante (figura 14). 
Figura 14. Inmunohistoquímica seis meses post-implante. Tinción de biopsia tomada 
de una zona del injerto no sometida a carga. A y C. Detección de colágeno tipo l en la 
biopsia tomada al paciente. B y D. Tinción para colágeno II en la biopsia seis meses 
post-implante. No se observó colágeno II. 
DISCUSIÓN 
El cartílago hialino es esencial para la adecuada función de las articulaciones 
diartrodiales del cuerpo humano. Posee baja capacidad de reparación y 
eventualmente, algunas lesiones traumáticas y osteoartríticas degenerativas 
causan severa y progresiva inestabilidad de las articulaciones, culminando con 
la degradación del cartílago y destrucción de la superficie articular. El ICA se 
centra en el uso de células autólogas obtenidas por artroscopía de una zona 
que normalmente no se somete a carga, las cuales se cultivan in vitro y se 
implantan en el paciente ya sea suspendidas en un medio líquido o incluidas en 
una matriz que facilite la adhesión celular y la organización tridimensional, 
permitiendo rellenar el defecto con cartílago hialino formado por los condrocitos 
autólogos implantados. Schulze y colaboradores, incluyeron en algínato 
condrocitos cultivados en monocapa de hasta cuatro pasajes, observaron que 
estas células producían MEC, colágeno tipo II y proteoglicanos específicos de 
cartílago, en contraste con aquellos condrocitos que recibieron de cinco a ocho 
pasajes, los cuales no sintetizaron estos materiales cuando fueron cultivados en 
algínato (58). En el presente trabajo, se modificó la técnica desarrollada por 
Visna y colaboradores (9), realizando de uno a dos pasajes, para obtener 15 x 
106 células en 26 días, hecho que podría asegurar que los condrocitos todavía 
mantengan su capacidad de rediferenciación al ser incluidos en una matriz 
acarreadora. En los últimos años, ha existido una tendencia definida en la 
utilización de suero autólogo como suplemento al medio de cultivo (9, 59, 60, 
61). Roberts y colaboradores (61) reportaron el seguimiento post-implante de 3 
pacientes tratados con ICA utilizando SBF y 20 pacientes tratados con suero 
autólogo. En ambos cultivos encontraron cartílago hialino en períodos de 20 a 
30 meses, fibrocartílago en 12 meses y una mezcla entre ambos (fibro-hialino) 
en el mismo período de tiempo. En el presente estudio, los condrocitos 
autólogos incluidos en una matriz de fibrina implantados, se suplementaron con 
SHA. Al comparar el efecto del SBF contra SHA, no se encontró diferencia 
significativa en los parámetros celulares evaluados, ya que el tiempo de 
duplicación celular fue de 2.11 días para los cultivos con suero humano y de 
2.13 días para suero bovino fetal. La viabilidad se mantuvo entre el 90 y 93% 
hasta por un período de 15 días en ambos tipos de cultivo. No se descarta el 
uso de SBF como suplemento al medio de cultivo, siempre y cuando provenga 
de países que estén libres de enfermedades de origen priónico y que los 
pacientes no sean alérgicos a las proteínas presentes en el SBF. Los 
condrocitos articulares, se encuentran distribuidos dentro de la MEC que 
principalmente consiste en fibras de colágeno, proteoglicanos y proteínas no 
colágenas. Cuando son aislados mediante digestiones enzimáticas y 
mantenidos en sistemas de cultivo en monocapa, la expresión biosintética de 
los condrocitos cambia hacia un fenotipo similar a fibroblastos. De manera 
especial, se sintetiza colágeno I y el factor de transcripción Sox 9 es regulado 
de manera negativa, lo cual es importante debido a que activa un potenciador 
para la cadena a 1de colágeno tipo II influyendo de manera directa sobre la 
expresión de esta molécula. Sox 9, además de intervenir en el desarrollo de 
células condroprogenitoras, también se expresa en gónadas masculinas, tejidos 
neuronales, corazón e hígado (62, 63). Nuestros resultados coinciden con los 
de diferentes autores que señalan la expresión continua de colágeno tipo II y de 
Sox 9 en monocapa hasta 21 días (41, 64). Girotto y colaboradores (63) 
realizaron de 1 a 8 pasajes en condrocitos cultivados en monocapa que 
posteriormente se incluyeron en alginato y demostraron que solo las células de 
hasta 4 pasajes expresaron colágeno tipo II y Sox 9. Análisis 
inmunohistoquímicos realizados a condrocitos cultivados en monocapa, han 
demostrado la presencia de colágeno I, asi como una disminución de colágeno 
II conforme progresan el número de pasajes y los días en cultivo (62, 64). 
Después de una semana en monocapa, en este estudio, se detectó que ambos 
tipos de colágeno estaban presentes en las células. Respecto a la extensión de 
la matriz sintetizada por los condrocitos, tras una semana de haber sido 
incluidos en la fibrina, se observó que la señal para colágeno tipo I fue más 
intensa que la del colágeno tipo II y que ambas moléculas formaban nódulos 
alrededor de las células. Resultados similares han sido reportados por 
diferentes autores, en los cuales, los condrocitos fueron incluidos en alginato 
(58, 63). Los primeros implantes se realizaron con células en suspensión (7), 
las complicaciones que se han presentado en algunos casos son hipertrofia del 
parche de periostio (7-9 meses), fuga celular, falta de integración y 
desprendimiento total (1), además de una probable distribución no uniforme de 
los condrocitos, debido a que al ser incluidos a la lesión en un medio de 
transporte liquido, podrían precipitar por gravedad hacia una zona en particular. 
En respuesta a estas limitantes, la ingeniería de tejidos ha diseñado métodos 
acarreadores de células para recrear las estructuras tridimensionales como las 
presentes en el cartílago, con el objetivo de reemplazar un tejido dañado (65). 
Estos soportes deben ser biocompatibles y deben degradarse gradualmente, en 
la medida que las células secreten su propia matriz extracelular, permitiendo 
una óptima integración entre el tejido existente y el tejido nuevo formado. 
También deben permitir la distribución tridimensional de los condrocitos, 
prevenir la pérdida total de su fenotipo, expresando sus moléculas de MEC, 
esto una vez que han sido implantados (66). De los 23 pacientes a los que se 
les dio seguimiento, Roberts y colaboradores (61), encontraron que siete de 
ellos presentaron fibrocartílago rellenando la lesión a los 12 meses 
postimplantación. También demostraron que solamente cinco pacientes, tenían 
cartílago hialino en esta zona y que este hallazgo fue evidente hasta un período 
de tiempo que varió entre 19.8 + 11.2 meses. Otra observación fue que en 11 
pacientes, existía cartílago de tipo fibro-hialino cubriendo la lesión en un tiempo 
intermedio, lo que sugiere que los condrocitos sufren un proceso de 
rediferenciación en períodos prolongados, este grupo de investigadores utilizó 
un medio líquido como material acarreador para estas células del cartílago 
articular. Informes similares fueron demostrados por Tins y colaboradores (67) 
en donde 25 de 39 pacientes mostraron fibrocartílago como material de 
reparación, 10 fibro-hialino y únicamente cuatro de ellos tenían cartílago hialino 
en el área comprometida, estos resultados corresponden a 12 meses post-
operación y al mismo medio líquido. Para evitar las desventajas antes 
mencionadas que conlleva utilizar un parche de periostio como barrera de 
contención para los condrocitos resuspendidos inyectados, la estrategia actual 
es la de incluir a los condrocitos en medios viscosos que mantengan 
distribuidas y suspendidas a estas células, Maracci y colaboradores (8) trataron 
21 pacientes con ICA a los cuales se le dio seguimiento artroscópico para 
valorar una matriz tridimensional hecha a base de ácido hialurónico, ellos 
encontraron que en cuatro pacientes de 12 a 24 meses post-operación, habfa 
fibrocartílago y que seis de ellos tenían cartílago fibra-hialino ocupando la zona 
de la lesión de 10 a 18 meses. La presencia de cartílago hialino fue evidente en 
11 pacientes de 12 a 18 meses. Visna y colaboradores (9) reportaron a cuatro 
pacientes con ICA utilizando como medio de transporte celular el Tissucol, el 
cual es un adhesivo de fibrina, que tiene la propiedad de suspender a los 
condrocitos en diferentes niveles y de adherirse al tejido sano adyacente. Sus 
hallazgos corresponden a un período comprendido entre tres y cinco meses 
post-operación, en ellos mencionan la presencia de fibrocartílago en dos 
pacientes y cartílago de tipo hialino en los dos restantes. En este estudio, a seis 
meses post-implantación de condrocitos autólogos resuspendidos en el mismo 
adhesivo fibrina en un paciente, encontramos predominantemente colágeno de 
tipo I y prácticamente no se detectó colágeno de tipo II en la biopsia tomada en 
una zona marginal del injerto. Sin embargo, es alentador que el paciente tratado 
con ICA y reportado en el presente trabajo se encuentre asíntomático desde los 
cuatro meses posteriores a la intervención quirúrgica y completamente 
reincorporado a sus actividades diarias, por lo que puede decirse que su 
evolución clínica ha sido satisfactoria. Los resultados de los autores antes 
mencionados sugieren que, al incluir a los condrocitos en un medio 
tridimensional, podrían sintetizar MEC rica en colágeno tipo II en períodos más 
cortos, en comparación a los trabajos en los que se han inyectado las células 
cartilaginosas en medios líquidos y que estas células del cartílago articular, 
sufren un proceso de adaptación en donde la capacidad de rediferenciación 
celular dependerá de factores como la edad del paciente, así como de un 
adecuado programa de rehabilitación postoperatorio que estimule a los 
condrocitos a producir las moléculas que le confieren sus propiedades 
biomecánicas características. Los tiempos en los que estos autores han 
evaluado la calidad del tejido cartilaginoso, oscila entre los 12 y los 24 meses 
post-quirúrgicos, exceptuando a Visna y colaboradores, los cuales realizaron 
esta valoración de tres a cinco meses post-intervención. Por lo que 
consideramos que es necesario contar con un número mayor de pacientes 
implantados para poder valorar el tipo de matriz sintetizada por los condrocitos 
incluidos en la fibrina y que se requiere de un tiempo más largo para determinar 
si hay formación de cartílago hialino. Estas técnicas de ingeniería celular 
representan una conexión para la aplicación de las ciencias básicas en el 
tratamiento de problemas clínicos relacionados con la disfunción articular. 
CONCLUSIONES 
Reducir el número de pasajes de los condrocitos en cultivo, mantuvo la 
expresión continua de colágeno tipo II. 
La inclusión de condrocitos en soportes de fibrina puede proporcionar un micro 
ambiente favorable para la síntesis de matriz extracelular. 
Se requiere de un período más prolongado, así como de un mayor número de 
pacientes, para hacer una evaluación del injerto implantado. 
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